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Résumé - L'apparition du goût de Celluloïd dans les fromages à pâte molle à croûte fleurie est liée
à la présence de styrène dans ces fromages. L'accumulation de cette molécule n'est observée que
sur des cultures de souches particulières de Penicillium camemberti. Elle semble liée à un dérègle-
ment du métabolisme oxydatif de ces souches.

Penicil//um camemberti - styrène - goût de Celluloïd - fromage à croûte fleurie

Summary - Styrene production by Penicillium camemberti Thom. The Celluloïd taste obser-
ved in some mould-ripened cheeses is bound to the presence of styrene in these cheeses. The
accumulation of this molecule was only detected on cultures of some strains of Penicillium camem-
berti. It seems to be bound to a deregulation of oxidative metabolism of tneee strains.

Penicillium camemberti - styrene - Celluloïd taste - mould-ripened cheese

Introduction

Les professionnels fromagers ont parfois
à faire face à des problèmes d'apparition
de défauts de goût ou d'arôme qui sur-
viennent de façon inopinée et dont l'origi-
ne reste, malheureusement, le plus sou-
vent inexpliquée. Parmi ces défauts, il en
est un que les producteurs de pâte molle
à croûte fleurie constatent de temps à
autre, et qui peut être décrit en utilisant
l'expression "goût de Celluloïd". Ce mau-
vais goût est, la plupart du temps, à peine
perceptible, mais il peut arriver qu'il

atteigne une intensité suffisante pour pro-
voquer des réclamations de la part des
consommateurs. Il devient alors beau-
coup plus facile d'identifier les molécules
responsables du défaut d'arôme, première
étape vers l'explication de son origine.
C'est ainsi qu'il a été possible de consta-
ter, en deux occasions distinctes, que ce
goût de Celluloïd provenait de la présence
dans le fromage de quantités anormale-
ment élevées de styrène. On a pu ensuite
démontrer que la présence de styrène
résultait de l'activité d'une souche de
Penicillium camemberti Thom utilisée
comme levain fongique.
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Matériel et Méthodes

Mise en évidence de styrène dans les
fromages

Echantillons
Le premier échantillon (A) étudié était une pâte
molle stabilisée produite dans l'Yonne, le
second (B) une pâte molle traditionnelle pro-
duite dans l'Est. Le défaut était apparu, dans
les 2 cas, vers la fin de la période d'affinage.

Analyses
Dans les 2 cas, les échantillons ont été râpés à
l'état congelé, puis soumis à une extraction
sous vide poussé (Dumont et Adda, 1972). Les
produits volatils récupérés dans une série de
pièges refroidis à l'azote liquide ont été extraits
par le dichlorométhane après ajustement de la
solution aqueuse à pH 9 par de la soude N/10.

La solution organique séchée sur sulfate de
sodium était ensuite concentrée sous colonne
de Dufton jusqu'à un volume résiduel de 50 III
environ. Un III de cette solution a été injecté
sur une colonne capillaire en silice fondue
(DB5 J & W) de 30 m de long et de 0,32 mm
de diamètre intérieur (épaisseur de phase
1 urn), Le gaz vecteur (H2) circulait à la vitesse
de 0,42 msec-'. Les températures utilisées
sont les suivantes: injecteur: 230 oC, détecteur:
230 oC, celle du four est programmée de 40 à
220 -c à 3° C/min.

Une dérivation en sortie de colonne permet-
tait une appréciation olfactive des composés
au fur et à mesure de leur détection par ionisa-
tion de flamme, comme il a été décrit par Geor-
gilopoulos et Gallois (1987).

Les composés ont été identifiés par
copiage chromatographie en phase gazeuse-
spectrométrie de masse. Les conditions chro-
matographiques sont les mêmes que précé-
demment. Le spectromètre de masse utilisé est
un quadripôle. Le fractionnement des molé-
cules est effectué par bombardement électro-
nique (énergie 70 eV).

Reproduction du défaut sur caillé modèle

Les souches de P. candidum, obtenues de dif-
férents fournisseurs sous forme soit lyophilisée,
soit liquide, ont été cultivées sur un milieu choi-
si pour sa similitude de composition et de pro-
priétés physico-chimiques avec celle d'un fro-
mage tout en permettant une manipulation
reproductible et relativement aisée. Ce milieu,
dont la composition apparaît sur le Tableau t,
était réparti en fioles de Roux à raison de
100 ml par fiole, puis autoclavé à 118 oC pen-
dant 15 min, avant d'être ensemencé par une
suspension de spores. Les fioles étaient alors
incubées à 12 oC à l'obscurité pendant 3
semaines environ.

Résultats et discussion

Mise en évidence du styrène dans les
fromages

L'extraction des 2 échantillons étudiés a
permis d'obtenir une solution organique
dont l'odeur rappelait, en plus concentrée,

Tableau 1.Composition d'un milieu de culture de composition équivalente à celle d'un fromage.

Constituants %

Crème à 50% M.G.
Protéines laitières Prosobel* L85
NaCI
Acide lactique à 10% (plv)
Eau distillée

pH 4,7

36
20,5
2

21
20,5

* Bel Industries (protéines 80,4%; lactose 4,4%; cendres 6,8% et calcium 2%).
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celle des fromages dont elle provenait. La
séparation chromatographique permettait,
dans les 2 cas, de mettre en évidence un
composé majeur, dont l'odeur, perçue en
sortie de colonne, rappelait celle des
échantillons. Ce composé avait un temps
de rétention identique à celui du styrène
et son spectre de masse permettait d'affir-
mer, sans ambiguïté, qu'il s'agissait bien
de ce composé.

L'injection de quantités connues de
styrène a conduit à estimer la quantité
présente dans l'échantillon B à environ
5 mg'kg-1 de fromage, soit une quantité
1 000 fois supérieure au seuil de percep-
tion mesuré, il est vrai, dans de la crème
acide (Miltz et al., 1980).

Il convient de souligner que la mise en
évidence de cet hydrocarbure dans un
fromage n'est pas une nouveauté en soi,
puisque le styrène a déjà été signalé dans
un certain nombre d'échantillons de fro-
mages de divers types COmmele langres
(Dumont et al., 1974a), le vacherin
(Dumont et al., 1974b), le camembert
(Dumont et al., 1977), le comté (Dumont
et al., 1981) mais toujours à l'état de
traces et sans qu'il soit possible de lui
imputer un rôle organoleptique particulier.

La présence de styrène résulte de l'acti-
vité du Penicillium

Huit souches de P. camemberti, prove-
nant de 2 fournisseurs différents, parmi
lesquelles la souche X utilisée pour la
fabrication de l'échantillon A, ont été
mises en culture sur un milieu modèle
solide stérile. Les fioles ont fait l'objet d'un
examen olfactif à intervalle régulier.
L'odeur caractéristique associée à la pré-
sence de styrène apparaissait unique-
ment sur les fioles ensemencées avec la
souche X, au bout d'une période de 3
semaines environ et la présence de styrè-

ne était confirmée, dans ce cas, par l'ana-
lyse. Aucune odeur anormale n'était
observée avec les autres souches culti-
vées dans les mêmes conditions. Il appa-
raissait donc que la présence de styrène
était associée à l'utilisation d'une souche
donnée, ce qui recoupait les observations
faites sur les lieux de production du fro-
mage A. Il est toutefois à signaler qu'il n'a
pas été possible de reproduire le défaut,
lorsque la souche X était utilisée dans
une fabrication expérimentale de fromage
de type Camembert, ce qui tendrait à
prouver que la production de styrène par
une souche donnée n'est pas constante
et qu'elle dépend de facteurs externes.

Il se pourrait aussi que le styrène soit
formé par l'ensemble des souches, mais
qu'il ne soit qu'un composé intermédiaire
transformé au fur et à mesure en B-phé-
nyléthanol selon un mécanisme d'hy-
droxylation identique à celui qui a été
démontré sur une souche de Pseudomo-
nas (Shirai et Hisatsuka, 1979a et b).
L'accumulation de styrène ne se produi-
rait dans le fromage que lorsque la
souche deviendrait incapable de réaliser
la réaction d'hydroxylation conduisant au
B-phényléthanol.

Origine du styrène

S'il apparaît comme certain que la pré-
sence de styrène soit liée à l'activité du
Penicillium, il reste à comprendre par
quelle voie cet hydrocarbure peut être
formé. Oliviero (1906), puis Jaminet
(1950) ont constaté qu'Aspergillus niger et
Penicillium glaucum pouvaient produire
du styrène par décarboxylation de l'acide
cinnamique tandis que Chen et Peppler
(1956) montraient que Saccharomyces
cerevisiae pouvait réaliser cette même
conversion. On pourrait donc penser, par
analogie, que P. camemberti puisse être
capable de décarboxyler l'acide cinna-
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mique ou un composé de structure voisi-
ne présent dans les fromages.

L'acide cinnamique lui-même n'a
jamais été mis en évidence dans aucun
fromage; le cinnamate d'éthyle a, en
revanche, été identifié dans le camembert
(Moinas et al., 1975). Il faut toutefois
remarquer que cet ester n'a jamais été
mis en évidence dans aucune autre étude
portant sur le camembert ou tout autre
type de fromage et l'analyse des échan-
tillons étudiés ici n'a pas permis de déce-
ler la moindre trace d'un tel précurseur. Il
apparaît donc difficile de retenir l'hypothè-
se d'une production de styrène par décar-
boxylation d'une structure cinnamique par
P. camemberti.

Nous sommes donc conduits à recher-
cher d'autres hypothèses sur l'origine du
styrène en nous fondant sur d'autres ano-
malies du profil aromatique relevé sur
l'échantillon B.

'1 n
1

!
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Etude du profil aromatique de l'échan-
tillon B

L'étude de ce profil a permis de mettre en
évidence un certain nombre d'anomalies
par comparaison avec les données déjà
publiées sur l'arôme de camembert (Moi-
nas et al., 1973; Groux et Moinas, 1974;
Adda et Dumont, 1974; Dumont et al.,
1974a et c; Moinas et al., 1975; Karaha-
dian et al., 1985a).

Notons en premier lieu, sans pour
autant y apporter une explication, la
quasi-absence de l'heptanone-2 et de
son composé de réduction, l'heptanol-2
qui sont, en règle générale, présents en
quantités équivalentes à celles de l'octen-
1 01-3 (pic 18, Fig. 1) dans les fromages
de ce type. Ce dernier est ici accompagné
de quantités relativement importantes
d'octadien-1 ,5 01-3 (pic 17, Fig. 1). Ce

:
"
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Fig. 1. Profil chromatographique des produits volatils neutres de l'échantillon B. * La présence de
ces composés pourrait être liée à l'emballage du fromage. 1. pentanone-2; 2. pentanol-2; 3. méthyl-
3 butanol-1; 4. méthyl-2 butanal1; 5. disulfure de di méthyle; 6. pentanol; 7. toluène; 8. hexanone-2;
9. butyrate d'éthyle; 10. xylène; 11. hexanol; 12. heptanone-2; 13. styrène; 14. diméthyl sulfone; 15.
méthoxybenzène; 16. benzaldéhyde; 17. octadien-1,5 01-3; 18. octen-1 01-3; 19. octanone-3; 20.
octanone-2; 21. octanol-3; 22. éthylméthylbenzène; 23. dichlorobenzène; 24. octanol-1; 25. nonen-8
one-3; 26. nonanone-2; 27. nonanol-2; 28. nonanal; 29. phényl-2 éthanol; 30. cyanure de benzyle;
31. diméthoxy-1 ,3 benzène; 32. décanone-2; 33. octanoate d'éthyle; 34. naphtalène; 35. a-terpinéol;
36. decen-3 01-1; 37. décanol-1; 38. acétate d'octen-3 yle; 39. undécénone-2; 40. undécanone-2 +
undécanol-2; 41. indole; 42. nicotine; 43. décanoate d'éthyle; 44. méthyl indole; 45. B-caryophyllène;
46. S thiobenzoate d'éthyle; 47. dodécanol; 48. tridécénone; 49. tridécanone-2; 50. BHT*; 51. laura-
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composé est un métabolite de P. camem-
betti, comme l'ont démontré Karahadian
et al. (1985b). Il semble formé par oxyda-
tion de l'acide Iinolénique selon un méca-
nisme enzymatique semblable à celui qui
conduit à l'octen-1 01-3 à partir de l'acide
linoléique.

La présence d'octadien-1,5 01-3 n'a
jamais, à ce jour, été signalée dans le
camembert lui-même, ce qui tendrait à
montrer qu'il y est habituellement, soit
totalement absent, soit présent à l'état de
traces difficiles à mettre en évidence. Son
abondance ici serait le signe d'une activité
oxydative intense du Penicillium, hypothè-
se corroborée par l'importance du benzal-
déhyde (pic .16, Fig. 1), normalement pré-
sent en très faible quantité seulement,
dans le camembert, et par la présence
d'autres composés insaturés tels le
decen-3 01-1 (pic 36, Fig. 1) et l'acétate
d'octen-3 yle (pic 38, Fig. 1) dont la pré-
sence n'a jamais été reconnue jusqu'alors
dans les fromages. On peut ajouter à ces
indices d'exaltation des mécanismes oxy-
datifs, la présence de toluène et de naph-
talène en quantités notablement supé-
rieures à celles habituellement trouvées
dans les fromages.

Conclusion

L'origine de ces hydrocarbures mis en
évidence de façon constante dans tous
les fromages, quel qu'en soit le type, reste
encore obscure. On peut être tenté de
reprendre l'hypothèse formulée par
Johnson et al. (1969) selon laquelle leur
existence dans de nombreux aliments
d'origine végétale pourrait résulter de
l'oxydation de carotène. On expliquerait
ainsi la présence constatée ici de naphta-
lène et de toluène en quantités relative-
ment abondantes par une dégradation
poussée des carotènes normalement pré-

sents dans les lipides du lait. Cette hypo-
thèse aurait le mérite d'aller dans le sens
des observations faites sur l'échantillon B
et qui conduisent toutes à souligner l'im-
portance des phénomènes oxydatifs.

Il reste à confirmer le rôle du carotène
comme précurseur du styrène en utilisant
du carotène marqué, puis à comprendre
comment, sous l'influence de conditions
de milieu particulières, il y aurait une acti-
vation du métabolisme oxydatif du Peni-
cillium de façon comparable à ce qui a pu
être démontré sur la levure, pour laquelle
l'activité du peroxyzome semble liée aux
conditions externes (Szabo et Avers,
1969).
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